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zÆ BmN 细胞 中 8 种 局 动 子 的 活性 比较 及 利用 
hr5-IE1 局 动 子 实现 EGFP 的 稳定 表达 


XOOHp, Hom. XE EC. WR. ERX 


(浙江 大 学 昆虫 科学 研究 所 ， 杭 州 310029 ) 


摘要 : 为 筛选 出 一 个 较 强 的 启动 子 用 于 提高 转 座 子 piggyBac EKA Bombyx mori 细胞 中 的 转化 效率 ， 采 用 双 灾 光 素 
酶 报告 基因 检测 ( dual-luciferase reporter assay ) 技 术 比 较 了 热 激 蛋白 启动 子 (hsp70 和 hsp82) 、 家 符 肌 动 重 日 局 动 子 
(A3). ERYR ( polyubiquitin) A zF (PUB). a 微 管 量 日 局 动 子 (a-tub) 、 丝 素 轻 链 局 动 子 (Fib-L) 、 人 工 合成 局 
动 子 3 xP3 及 首 蒂 丫 纹 夜 蛾 多 角 体 病毒 (AcNPV ) Ss T JH 2/13 2843 ( hr5-IE1) 8 种 启动 子 在 家 看 细胞 株 BmN 内 的 活 
性 。 结 果 显 示 hr5-IEl 活性 最 强 ，A3 次 之 ， 其 余 启动 子 活性 均 较 弱 。 构 建 含 有 hr5-IEl 启动 子 和 piggyBac 的 转 座 酶 
编码 区 的 质粒 作为 辅助 质粒 ， 与 EGFP 载体 质粒 一 起 转 染 家 看 细胞 后 ， 实 现 了 EGFP 基因 整合 到 细胞 基因 组 中 。 因 
此 ， 今 后 可 考虑 将 hr5-E1 用 于 家 看 细胞 遗传 转化 的 研究 中 ， 以 提高 细胞 转化 的 效率 。 
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Comparison of transcriptional activities of eight promoters and application 
of hr5-IE1 promoter to realize the expression of EGFP in Bombyx mori 


BmN cells 

WANG Na, DU Xi-Kuan, JIANG Ming-Xing'" , ZHANG Chuan-Xi, CHENG Jia-An (Institute of Insect 
Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 

Abstract: In order to find a strong promoter that can be used to promote expression of pigeyBac transposase 
and thereby increase genetic transformation efficiency in cells of the silkworm, Bombyx mori, the 
transcriptional activities of eight promoters were compared in the BmN cells of B. mori, including hsp70, 
hsp82, actin3 ( A3) , polyubiquitin ( PUB) , o-tubulin, fibroin-L, artificial promoter 3 x P3 and immediately 
early 1 gene promoter flanked by the hr5 enhancer element (hr5-IE1). The results showed that hr5-IEI 
displayed the highest transcriptional activity, followed by A3, while the activities of the other six promoters 
were relatively low. When transfected with an. EGFP vector and a piggyBac helper plasmid, in which the 
expression of piggyBac transposase was driven by hr5-IE1, the EGFP cassette was successfully integrated into 
the genome of BmN cells. Therefore, hr5-IE1 has the potential of serving as a sound element in future 
piggyDBac-based transgenic research of B. mori with the capability of increasing transformation efficiency. 
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ZA Bombyx mori 作为 一 种 重要 的 经 济 昆 虫 以 中 ， 人 们 多 采用 胞 质 肌 动 蛋 日 Actin3(A3 ) , 2238 L 
及 模式 昆虫 ， 近 年 对 其 遗传 转化 、 瞬 时 表达 系统 的 。 链 (Fib-L) 及 人 工 合成 的 3 x P3 等 启动 子 作 为 转 基 
研究 相当 活跃 ， 业 已 建立 可 用 于 基因 功能 人 研究、 外 因 或 者 转 座 酶 基因 的 启动 子 (Tamura et al., 2000; 
源 基 因 表 达 、 通 过 RNAi 使 基因 沉默 等 不 同 目 的 的 Wang et al., 2000; Thomas et al, 2002; 李 维 等 ， 
ARRAS, JEHGRUBmBLALGSEÉMEAK, ünzeHta 2003; Imamura et al., 2003, 2006; Tomita et al., 2003; 
显 微 注 射 技术 ， 还 在 不 断 改 进 和 优化 之 中 徐 汉 福 等 ,2005; 代 红 久 等 ,2005; Adachi et al., 
( Goldsmith et al., 2005; B=, 2009 ) 。 2006; Uchino et al., 2007, 2008; Zhong et al., 

在 基于 piggyBac 等 转 座 子 的 家 看 转基因 研究 2007) ， 少 数 研 究 也 采用 丝 系 日 链 ( Kurihara et al., 


基金 项 目 : 国家 重点 基础 研究 发 展 规划 项 目 (2009CB119200 ) 

作者 简介 : 王 娜 ， 女 ，1980 年 11 月 生 ， 河 南 鲁 山 人 ， 博 士 ， 主 要 从 事 昆 虫 遗 传 转化 和 分 子 生 物 学 研究 ，E-mail: nawang528€ 163. com 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail; mxjiang(? zju. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2009-10-26; 接受 日 期 Accepted: 2010-02-18 


280 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 3 


2007). 22% fibrohexamerin( Royer et al., 2005) 、 丝 
胶 ( Ogawa et al., 2007 ; Tomita et al., 2007), AR 
CecB ( Imamura et al., 2006). Hsp70( Uhlirova et al, 
2002 ) 或 杆 状 病毒 IE2 ( Nakayama et al., 2006) 等 启动 
子 。 这 些 研 究 中 ， 显 微 注射 家 和 看 早期 卵 后 ， 当 代 转 
基因 个 体 比 例 一 般 不 到 596 (Tamura et al., 2000; 
Uhlirova et al., 2002; Royer et al.，2005 ) ， 转 基因 
系 的 G1 代 中 转基因 个 体 比例 也 不 到 15% (Royer et 
al., 2005; Tomita et al., 2007; Uchino et al., 
2007), PHI, Eb pi HET IA 13-8 HKA E D] 
效率 还 较 低 ， 有 待 提高 ( 马 三 垣 等 , 2009)。 其 解决 
途径 之 一 是 ， 提 高 转 座 酶 的 瞬时 表达 水 平 以 提高 其 
催化 能 力 ， 已 证 明 这 一 方法 对 提高 遗传 转化 效率 十 
分 有 效 ( Kapetanaki et al., 2002; Davidson et al., 
2003) 。 因 此 ， 在 家 看 转基因 研究 中 ， 选 用 什么 样 
的 局 动 子 (及 增强 子 、 转 录 激 活 子 等 )， 以 尽 可 能 
提高 辅助 质粒 中 转 座 酶 的 表达 水 平 ， 是 值得 考 
虑 的 。 

已 有 相关 研究 中 ， 王 云 等 (2006 ) $ ERZE 
WEISE Ed Actind (A4) 、a (UE RR EI. 4R H 
链 ( Fib-H ) 和 家 看 核 型 多 角 体 病毒 即刻 早期 蛋 日 
(IE) 3x 4 种 启动 子 调 控 红 色 欧 光 有 蛋白 报告 基因 在 
家 看 细胞 (Bm-e-HNU5 ) 中 的 瞬时 表达 情况 ， 发 现 
Fib-H 启动 子 活性 相对 较 强 ，IE 次 之 ，A4 ES. 
近年 来 ， 家 在 中 不 断 有 新 的 局 动 子 序列 被 克隆 和 分 
析 ， 为 挖掘 可 用 于 转基因 研究 的 强 局 动 子 葛 定 了 基 
mm zT, 20090; 谢 敏 等 , 2009 ) 。 

最 近 ， 我 们 在 入 选 启动 子 用 于 另 一 家 和 看 细胞 株 
(BmN ) 人 研究 时 ， 发 现 Fib-L 局 动 子 非常 弱 ， 而 A3 
则 较 强 ; 2 —cOK B Bde 2 05 3 Autographa 
californica ( Speyer) 核 型 多 角 体 病毒 (AcNPV ) 的 局 
动 子 正 1 ， 虽 不 知 其 在 BmN 细胞 中 的 活力 ,但 发 
现 它 与 增强 子 hrs 一 起 时 活性 极 强 。 表 明 在 不 同 的 
细胞 株 中 ， 同 一 类 或 同一 种 局 动 子 的 活性 可 能 会 有 
显著 差异 。 现 将 这 些 结果 报告 如 下 ， 以 期 寻找 在 
BmN 细胞 中 具 较 强 活 性 的 启动 子 ， 用 于 提高 
piggyBac 在 细胞 中 的 转化 效率 ， 为 今后 家 春 细 胞 遗 
传 转化 研究 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


pGL2-Basic, pGL2-Control, phRL-TK 等 质粒 载 
体 购 E Promega 2 mH]. JÆ Xu  phspBac, 


patubpiggyBac, pKhsp82, pB | pUB-nls-EGFP |, 
pSL-3 x P3-EGFPaf, pBac |3 x P3-EGFPafm] 等 由 
美国 Texas A&M 大 学 昆虫 系 Craig J. Coates BE 5 
赠 ， 或 经 本 实验 室 改 造 。Escherichia coli TG1 菌株 
由 本 实验 室 保存 。 家 看 Nistari 品系 由 浙江 大 学 特 
种 经 济 动 物 科 学 系 钟 但 雄 教授 提供 ， 家 看 细胞 株 
BmN 为 张 传 溪 教 授 实验 室 保 存 。TC-100 昆虫 培养 
基 购 目 Sigma 公司 ， 胎 牛 血 清 为 Gibco 公司 产品 ， 
脂 质 体 Lipofectamine“2000 购 自 Invitrogen 公司 。 
限制 性 内 切 酶 、 质 粒 抽 提 试剂 盒 、 严 光 素 酶 检测 试 
剂 盒 均 为 Promega 公司 产品 。 雍 胶 回 收 试剂 盒 为 
Qiagen 公司 产品 。 引 物 由 上 海 生 工 生 物 公司 合成 。 
1.2 家 和 大 基因 组 DNA 的 提取 

家 看 ( Nistari 品系 ) 基因 组 DNA 提取 ， 方 法 参 
HR SDS- 验 酌 法 提取 高 质量 的 棉铃 虫 DNA( 徐 广 等 ， 
2000), ， 但 略 加 改进 。 取 家 和 看 幼虫 ,加 入 液 氮 研 
ES; 加 入 0.65 mL 裂解 液 (100 mmol Tris-HCl, pH 
8.0; 25 mmol EDTA, pH 8.0; 500 mmol NaCl; 
1.25% SDS), WER, 65C 水浴 裂解 10 min; 
加 入 1/2 体积 Tris 平衡 过 的 茶 酚 ， 继 续 水 浴 保 温 
10 min, WMA 1/2 体积 氯仿 : 异 戊 醇 (1:1)， 混 勾 ， 
离心 (12 000 r/min, 5 min); WEFR, DASAR 
TUE: 氯仿 : 寞 成 醇 (25:24:1) 抽 提 2 次 ， 离 心 
(12 000 r/min, 3 min), REFA; 将 上 清 液 加 入 
1.5 倍 体积 无 水 乙醇 混 匀 。 -200C 静 置 30 min, ffi 
去 上 清 液 ， 沉 淀 用 75% 乙醇 漂洗 ， 真 空 干燥 ， 最 
后 加 入 适量 纯 水 溶解 。 
1.3 质粒 构建 

为 了 比较 不 同 启动 子 在 家 看 细胞 中 的 强度 ， 首 
先 将 各 局 动 子 片 段 插入 到 pGL2-Basic 载体 多 克隆 
区 域 即 严 光 素 酶 ORF 的 上 游 ， 构 建 过 程 如 下 。 

^ Z3 LAUS E A3 局 动 子 的 质粒 pGL2-A3: 
以 1.2 TERZA DNA 为 模板 ，Actin-F 5 - 
ATCTCGAGCGCGTTACCATATATG-3' 和 Actin-R 5 
GCAGATCTCTTGAATTAGTCTGCAAG-3' 为 引物 PCR 
扩 增 A3 启动 子 。PCR 反应 总 体积 50 uL, AE 
DNA 模板 2 uL, 10 x PCR 缓冲 液 5 uL, 25 mmol/L 
MgCl, 4 uL, W51% 10 jumol/L £& 1 uL, 10 mmol/L 
dNTP 1 uL, 5 U/uL Taq i$ 0. 4 uL, J£ ddH,O 35.6 
RL。 反 应 程序 : 94^C AEZ min; 947C 变性 30 s, 
557C E PE 1 min, 72C 延伸 1 min, 2 30 个 循环 ; 
最 后 72% 延伸 5 min; PCR Py sE EE T-easy 载体 
后 得 到 pGEMT-A3 ; 该 质粒 用 Bal ILU Sac 1 双 酶 切 
后 ,将 其 中 的 A3 片段 连 入 经 相同 酶 切 的 pGL2- 
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Basic 中 ， 得 到 pGL2-A3, 

FAR L 链 启 动 子 的 质粒 pGL2-FibL: 以 1.2 
六 获得 的 家 和 看 DNA 为 模板 ，FbLSTF 5- 
TCTCGAGGGTACGGTTCGTAAAGTT-3' 和 FibL5-R 
5'-CAGATCTTITAGTGGTCTGTTAGTC3' 为 引物， 
PCR 扩 增 启动 子 fib-L 片段 。PCR 反应 体系 和 条 件 
及 随后 的 步骤 同上 述 pGL2-A3。 

含 AcNPV 局 动 子 和 增强 子 的 质粒 pGL2-hr5- 
IE1: 用 Sma I 酶 切 质粒 pIE1-3 得 到 一 个 AcNPV JA 
5] IEl 及 其 上 游 增 强 子 hr5 的 1.14 kb Fr Ez, 将 
其 连 入 也 经 Sma I 酶 切 的 pGL2-Basic 中 ， 得 到 
pGL2-hr5-IE1 , 

含 hsp70 启动 子 的 质粒 pGL2-hsp70: 以 质粒 
phspBac 为 模板 ，hsp70F 5'-TAGAGCTC ATTCCCAT 
CCCCCTAGAATC-3'fI hsp70R 5'-CAAAGCTTCCCC 
AGAGTTCTCTICTTCT-3'3y 3| Ej, PCR $7 Hé E di 
hsp70 JH Z]-F^, w T-easy 载体 后 用 Sac I 和 
Hind WI 856572358] hsp70 片段 ， 将 其 连 人 也 经 Sac T 
和 Hind M SYJ ÉI pGL2-Basic 中 ， 得 到 pGL2-hsp70, 

含 hsp82 启动 子 的 质粒 pGL2-hsp82: 用 Sac I 
和 Sal 工 酶 切 质粒 pkhsp82 得 到 有 果 蝇 局 动 子 hsp82 
片段 ， 将 其 连 入 经 Sac I M Xho 工 酶 切 的 pCL2- 
Basic 中 ， 得 到 pGL2-hsp82 。 

含 o 微 管 重 日 启动 子 的 质粒 pGL2-a-tub: 质 
hi patubpiggyBac 和 pBCSK + 分 别 用 Not I FU EcoRV 
双 酶 切 ， 将 从 前 者 得 到 的 artub 片段 连 入 后 者 中 ， 
得 到 pBCa-tub; 接着 用 Sac I 和 Hind I $47 pBCa- 
tub, $% a-tub 片段 连 入 经 相同 酶 切 的 pGL2-Basic 
中 ， 得 到 pGL2-a-tub, 

* e HS iz ZR (polyubiquitin ) 局 动 子 的 质粒 
pGL2-PUB: 质粒 pB [pUB-nls-EGFP | 用 Kpn 工 和 
BamH 工 酶 切 得 到 黑 腹 果 晶 D. melanogaster PUB 局 
动 子 片段 ， 将 其 连 入 经 Kpn 工 和 Bal 工 酶 切 的 
pGL2-Basic 中 ， 得 到 pGL2-PUB, 

含 人 工 合成 启动 子 3 xP3 的 质粒 pGL2-3 x P3; 
质粒 pSL-3 x P3-EGFPaf 用 Sal I 酶 切 后 得 到 3 x P3 
片段 ， 将 其 连 和 经 Xho 工 酶 切 的 pGL2-Basic 中 ,得 
到 pGI2-3 x P3, 

1.4 细胞 株 BmN 的 培养 

细胞 用 TC-100 昆虫 培养 基 + 1096 胎 牛 血 清 于 
28 忆 培养 ， 待 细胞 密布 于 细胞 液 中 时 传代 。 

1.5 脂 质 体 转 染 家 等 细胞 

按照 Lipofectamine ”2000 使 用 说 明 书 进行 。 
在 250 uL 无 血清 培养 基 中 加 入 4.0 ug DNA 混合 


物 ( 含 启动 子 质 粒 与 内 参 phRL-TK 质粒 ， 两 者 比 
例 为 1:1) , TE) — 250 pL 无 血清 培养 基 中 加 入 
10 uL Lipofectamine ”2000 ， 室 温 下 放置 5 min 后 
将 两 溶液 混合 ， 轻 轻 温 匀 后 室温 下 放置 20 min, 
然后 将 混合 物 ( 约 510 pL) 加 入 到 前 一 天 分 好 
BmN 细胞 的 培养 板 中 ， 前 后 晃 劲 培养 板 使 之 混 
Sjo 28C FR 5 h 后 更 换 含 血 清 培养 基 ，72 h 
后 收集 细胞 用 于 灾 光 素 酶 活性 检测 。 转 染 hsp70 
或 hsp82 H2 Jj, Wi SE B ^c BOT 37 C$ 3x 1h. 
对 每 个 启动 子 ， 均 转 染 重复 3 次 。 每 次 转 染 均 以 
pCL2-Basic 为 阴性 对 照 。 

1.6 灾 光 素 酶 活性 检测 

按照 双 灾 光 素 酶 报告 基因 检测 系统 【 Dual- 
Luciferase Reporter (DLR™ ) Assay System] 说 明 书 
进行 。 移 去 细胞 培养 板 中 的 培养 基 ， 加 入 足够 PBS 
洗 两 届 ， 每 也 中 加 入 500 pL 1 x PLB， 室 温 下 混合 
震荡 15 min。 在 样品 检测 槽 中 加 入 20 uL 混合 好 的 
细胞 溶解 液 ， 在 生物 发 光 检 测 仪 (Sirius 单 管 式 化 
学 发 光 检 测 仪 ) 上 检测 奖 光 素 酶 活性 ( 延 退 2 s, ix 
数 10 s) 。 对 每 个 启动 子 及 对 照 ， 每 次 转 染 均 测定 
3 个 重复 。 

生物 发 光 检 测 仪 每 完成 一 次 检测 ， 系 统 会 目 动 
生成 供 试 样品 在 不 同时 间 的 殉 光 素 酶 活性 值 ( Excel 
表 ) 。 对 各 局 动 子 及 对 照 质 粒 ， 先 分 别 算得 每 次 测 
定 中 的 灾 火 虫 灾 光 素 栈 (了) 与 海 肾 灾 光 素 酶 (R) 的 
活性 均值 ， 计 FAR 比值 ， 然 后 得 到 3 次 测定 重复 
中 的 F/R 均值 ;再 根据 公式 FA = (启动 子 了 F/R 均 
f) / OE BR F/R 均值 )， 得 到 各 启动 子 的 倍 活性 值 
(fold activity, FA)。3 次 细胞 转 染 和 测定 结束 后 ， 
得 到 各 局 动 子 在 各 次 转 染 重复 中 的 FA 值 。 

1.7 绿色 痰 光 和 蛋白 在 家 看 细胞 中 的 表达 

目的 是 为 了 验证 hr5-IE1 启动 子 是 否 可 提高 转 
座 酶 的 表达 ， 进 而 提高 外 源 基因 问 家 看 基因 组 的 整 
合 效率 。 

WAS hr5-IEl 的 辅助 质粒 pIE-piggyBac。 
方法 是 ， 以 phspBac 为 模板 ，pBacSac I: 5- 
CCGCGGATAAAATGGGTAGTTCTTTAGACGA-3 和 
pBacBamH Į : 5'-GGATCCTAATTAGCTTAAC TTAT 
ACA-3 为 引物 进行 PCR HI, PAE pGEM-T 
easy， 经 测序 验证 正确 后 ,用 Konr 工 和 sac 工 酶 切 
释放 出 piggyBac ORF 片段 ， 将 其 插入 到 pBCSK + 
的 相同 酶 切 位 点 ， 得 到 pBC-piggyBacORF; 再 用 
Sac I| F BamH I BS UJ pBC-piggyBac ORF， 将 其 
ORF H Ef A A) pIE1-3 的 相同 酶 切 位 点 ， 得 到 
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plE-pigeyBac, HA% Jj 13; Z& H8 Mohammed 和 Coates 
(2004) 。 测 序 表 明 ， 其 序列 正确 。 

然后 ,将 该 质粒 和 供 体 质粒 pBac [3 x P3- 
EGFPafm] 采用 脂 质 体 介 导 法 共 转 染 家 看 细胞 
BmN。 在 250 uL 无 血清 培养 基 中 加 入 4.0 pg DNA 
(pBae [3 x P3-EGFPafm |: pIE-piggyBac = 1:1) iR 
合 物 ， 在 另 一 250 pL 无 血清 培养 基 中 加 入 10 pL 
Lipofectamine ”2000 ， 室 温 下 放置 $ min 后 将 两 溶 
液 混合 ， 轻 轻 混 匀 后 室温 下 放置 20 min， 然 后 将 混 
合 物 ( 约 510 pL) 加 入 到 前 一 天 分 好 细胞 的 培养 板 
中 ， 前 后 晃动 培养 板 使 之 混 匀 。28 人 培养 5 h 后 换 
含 血清 培养 基 ，96 h 后 于 痰 光 倒 置 显 微 镜 下 观测 
菊 光 ， 待 细胞 密布 后 进行 传代 。 

收集 具 EGFP 表达 的 细胞 ， 提 取 基 因 组 DNA, 
分 别 用 BamH I /Not I , EcoR I 和 Sau3A I WH, 
VI 750 bp 的 EGFP 片段 作为 探 针 进行 Southern ED 
迹 ， 以 无 EGFP 表达 的 细胞 基因 组 DNA 作为 对 照 ， 
分 析 EGFP 基因 是 否 确 已 插入 到 基因 组 中 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

严 光 素 酶 活性 检测 数据 分 析 中 以 局 动 子 种 类 作 
为 目 变 量 ， 各 次 转 染 中 得 到 的 FA 值 作为 因 变 量 ， 
采用 SPSS 统计 软件 (SPSS Inc., 1999 ) 对 其 进行 单 
回 方 差分 析 。 方 差分 析 前 ， 数 据 先 进行 Log10 函数 
转换 。 采 用 Tukey HSD 法 比较 启动 子 之 间 FA 均值 
的 差异 显著 性 ( 取 显 苦水 平 P=0.01)。 根 据 各 局 动 
C FA 均值 大 小 ， 及 其 相互 差异 情况 ,评判 和 比较 
局 动 子 活性 的 强 弱 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 含 启动 子 质粒 的 构建 

以 1.2 PANRERE AH DNA 为 模 
板 ，Actin-F 和 Actin-R 为 引物 PCR 扩 增 后 ， 获 得 
了 一 个 约 0.66 kb 的 DNA 片段 ，Blastn 分 析 表 明 ， 
其 序列 与 已 知 的 家 看 A3 基因 启动 子 序列 ( GenBank 
登录 号 U49854，AF422795 ) 具 92% ~ 9590 的 相似 
性 。 该 片段 合 基 因 和 转录 调控 元 件 SRE ( serum 
response element) 的 序列 GCGGCGTTACCATATATGC, 
对 A3 表达 起 重要 作用 的 激活 元 件 ActET (activator 
element 1) 的 序列 AGCCCGCGATTGGTGGAA( Mangé 
et al., 1997)， 以 及 TATA €, 3eHH Ha y zd A3 
的 局 动 子 序列 。 

以 FibL5-F 和 FibL5-R 为 引物 ，PCR 扩 增 获 
得 了 一 个 约 0.64 kb 的 DNA FE, FJI- E R 


的 家 看 丝 素 LL 和 链 启 动 子 序 列 ( AP009023， 
M76430, AF541967) H. 9895 ~99% 的 相似 性 。 该 
序列 含 1 个 与 Fib-L 转录 密切 相关 的 序列 
GTCAATTT, 及 1 个 TATA 盒 ， 表 明 其 确 为 家 等 
Fib-L 的 启动 子 序列 。 

8 个 启动 子 序 列 分 别 插入 到 pGL2-Basic KIEK 
酶 报告 基因 的 上 游 ， 经 测序 验证 正确 。 
2.2 启动 子 活性 比较 

采用 DLR“ 评 价 法 ,测定 和 比较 了 各 启动 子 在 
ZUR ANE BmN 中 的 活性 ， 结 果 见 图 1。 方 差分 析 
表明 ， 细 胞 中 奖 光 素 酶 倍 活力 FA 与 启动 子 种 类 显 
著 相 关 (F = 65.663, df = 7, P< 0.001), FA 以 
hr5-IEl 最 大 ， 达 到 了 1 280 £E, 极 显 著 高 于 其 
余 启 动 子 ( P< 0.01), A3 RŽ, 为 40 左右 , 极 
显著 高 于 fib-L,，a-tub,，PUB，hsp70，hsp82 和 3 x 
P3(P< 0.01)。 可 见 ，hr5-IEl 这 一 启动 子 和 增强 
子 组 合 在 家 不 细胞 中 具 很 强 的 活性 。 
2.3 用 hrs-IEL 启动 子 实 现 外 源 基 因 EGFP 向 家 
等 基因 组 的 整合 

用 质粒 pBae [3 x P3-EGFPafm] 和 pIE- 
piggyBac 两 者 转 当 家 看 细胞 ，96 h 后 可 见 具 明显 
EGFP 表达 的 细胞 (图 2: A, B), TIXI EE P WR I 
表达 (图 2: C, D), Southem 印迹 分 析 表 明 ， 具 
EGFP 表达 的 细胞 基因 组 出 现 明 显 的 杂交 条 带 ， 而 
对 照 则 无 条 带 ( 图 3) ， 表 明 EGFP 确 已 插入 到 家 和 看 
基因 组 中 。 


3 讨论 


在 DLR 检测 系统 中 ， 每 一 样品 中 的 获 火 虫 荧 
光 素 酶 和 海 肾 灾 光 素 酶 两 者 是 同时 表达 的 ， 且 同时 
测定 其 活性 ， 因 此 ， 该 法 可 最 大 限度 地 消除 昆虫 细 
胞 、 转 梁 效 率 、 细 胞 裂解 效率 、 检 测 操作 及 仪器 等 
因素 可 能 市 来 的 实验 误差 ， 使 本 实验 的 数据 准确 可 
徘 。 故 我 们 基于 此 法 得 出 的 启动 子 活性 比较 结论 ， 
是 可 信 的 。 

本 研究 中 ，hr5- 正 1 在 家 看 细胞 中 的 活性 显 车 
高 于 其 他 启动 子 。 相 似 结果 ， 也 发 现 于 Mohammed 
和 Coates ( 2004) X} 5 $5 =Œ Eh ZE "E Phthorimaea 
operculella. ( Zeller) 早期 卵 内 启动 子 活性 比较 的 报道 
中 。hr5-IEl 中 的 增强 子 hr5 为 484 bp, 由 6 个 26 ~30 
bp 不 完全 回 文 序列 组 成 ， 它 是 使 正 1 活性 增强 的 重要 
因素 。 对 hr 的 这 种 功能 ，Gray 和 Coates(2004) 专门 
进行 过 考察 ， 他 们 发 现在 日 纹 伊 蚊 Aedes albopictus 
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图 1 各 启动 子 在 家 蛋 BmN 细胞 中 的 活性 强度 比较 


Comparison of the transcriptional activities of eight promoters in Bombyx mori BmN cells 
误差 线 表示 活力 倍数 标准 误 Error bars represent standard error. 


Fig. 1 





图 2 质粒 pBac [3 x P3-EGFPafm] 和 pIE-piggyBac 转 
染 家 大 BmN 细胞 96 h 后 EGFP 的 表达 情况 

Fig. 2 Expression of EGFP in Bombyx mori BmN cells 
transfected with vectors pBac | 3 x P3-EGFPafm | and pIE-piggyBac 
A: 转 染 两 种 质粒 ， 白 光 下 观察 Transfected with the two plasmids and 
detected under white light; B; 转 染 两 种 质粒 ， 菊 光 下 观察 Transfected 
with the two plasmids and detected under fluorescent light; C; [y X 
pBae [3 x P3-EGFPafm| 质粒， 白光 下 观察 Transfected only with 
pBae [3 x P3-EGFPafm ] and detected under white light; D; [y X 
pBae [3 x P3-EGFPafm| 质粒， 荧光 下 观察 Transfected only with 

[ 


pBae [3 x P3-EGFPafm] and detected under fluorescent light. 


质粒 pBac [3 x P3-EGFPafm] 和 pIE-piggyBac 转 
染 家 大 BmN 细胞 后 基因 组 中 插入 EGFP 基因 片段 的 


Southern 印迹 分 析 ( 探 针 为 750 bp 的 EGFP 基因 片段 ) 
Fig. 3 Southern blot analysis of EGFP integration in the 





genomic DNA of Bombyx mori BmN cells transfected with 

vectors pBac | 3 x P3-EGFPafm | and pIE-piggyBac 
( probed with a 750 bp EGFP fragment) 
BamH [/Not 工 酶 切 的 转 染 细胞 Transformed cells, digested with 
BamH Į /Not [ ; 2: EcoR 工 酶 切 的 转 染 细胞 Transformed cells, 
digested with EcoR I ; 3: Sau3A 工 酶 切 的 转 染 细胞 Transformed cells, 
digested with Sau3A I ; 4; Marker; 5; BamH I / Not 工 酶 切 的 未 转 染 
细胞 Non-transformed cells, digested with BamH I /Not I ; 6: EcoR I 
酶 切 的 未 转 染 细胞 Non-transformed cells, digested with EcoR I ; 7: 
Sau3A 工 酶 切 的 未 转 染 细胞 Non-transformed cells, digested with 
Sau3A Í. 


284 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 3 


(Skuse) 细胞 中 ，Hr3 np fl AR HRJULZI SR E] 5C. TRIS 
PUB 和 AcNPV-IEI 启动 子 的 强度 分 别提 高 4, 22 
和 47 倍 。 而 在 一 澳大利亚 铜绿 量 Lucilia cuprina 
( Wiedemann) 中 ，hrs 的 活性 则 极 低 (Heinrich e£ 
al., 2002)。 可 见 ，hr 因子 的 作用 程度 因 启 动 子 种 
类 而 异 ， 还 与 昆虫 种 类 (细胞 株 ) 有 关 ， 本 研究 对 
hr5-IE1 在 家 和 看 BmN 这 一 细胞 株 中 的 活力 进行 考 
察 ， 也 是 基于 此 考虑 。 不 过 ， 本 人 研究 仅 考察 了 hr5- 
IE1 在 家 看 BmN 这 一 个 细胞 株 中 的 活性 ， 它 在 其 
他 家 乔 细 胞 株 中 表现 如 何 ， 有 竺 另外 考察 。 

对 同一 种 局 动 子 ， 在 昆虫 胚胎 中 表现 强 的 ， 在 
昆虫 细胞 中 有 可 能 较 弱 ， 反 之 亦 然 。 如 ，Huynh 和 
Zieler( 1999) 发 现 ， 在 日 纹 伊 蚊 细 胞 株 C6/46 中 ， 
果 晶 Actin5C 和 hr5-IEl 的 活性 要 明显 强 于 hsp70, 
而 在 按 蚊 Anopheles ff fH |, hsp70 和 Actin5C 活性 
最 高 ，hr5-IEl 则 较 弱 。 我 们 尚 不 清楚 hr5-IEl 在 家 
看 及 胎 中 的 表现 如 何 ， 不 过 ， 奉 利用 家 看 细胞 开展 
遗传 转化 或 瞬时 表达 研究 ， 可 考虑 选用 hr5-IE1， 
以 提高 转基因 效率 或 表达 水 平 。 
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学 研究 所 田 兵 博士 为 荧光 素 酶 检测 提供 了 帮助 ， 浙 
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